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リポ多糖体（LPS）はグラム陰性菌の外膜を構成する

成分で，生体においては発熱，血液凝固系の促進，炎症

反応の亢進等の生物活性を示す［1, 2］ことが知られて

いる．ルーメンアシドーシスを呈した牛では，ルーメン

液中のグラム陰性菌の死滅に伴い，ルーメン液 LPS濃

度の著増が起こり［3］，食欲不振や消化器障害などが発

現する［4, 5］．このためルーメン液 LPS濃度の測定は

ルーメンアシドーシスの病態評価に有用と考えられる

［2h8］．LPS濃度の測定に用いるルーメン液は，通常は

採取後速やかに10,000g以上の遠心加速度で遠心分離を

して細菌や夾雑物を除去し，その上清を凍結保存して

LPS測定に用いる［5h8］．しかし，高速遠心分離機を保

有しない臨床現場では，採取したルーメン液を速やかに

遠心分離することができない．採取したルーメン液をそ

のまま凍結保存できればサンプル処理が容易となるが，

グラム陰性菌を凍結・融解すると菌の死滅が生じる［9,

10］ため，上清中のLPS濃度の増加を招く恐れがある．

また，採取したルーメン液をLPSフリーでない容器に保

存した報告［7］もあり，保存容器の滅菌の有無がルー

メン液 LPS濃度の測定値に及ぼす影響について不明な

点もある．

そこで本研究では，採取したルーメン液の凍結保存が

LPS濃度の測定値に及ぼす影響について調べるととも

に，ルーメン液の保存器具の滅菌条件の違いが LPS測

定値へ及ぼす影響について検討した．

材 料 及 び 方 法

供試動物：健康なホルスタイン種雌牛5頭（成牛3頭，

育成牛2頭，平均体重472kg）を用いた．牛には粗飼料

（チモシー乾草）と市販の配合飼料を主体とした1日2

回の制限給餌を行った．

ルーメン液の採取と前処理：ルーメン液の採取は，同

一日の朝の採食前と採食3時間後に行った．胃汁採取器

（ルミナー，富士平工業譁，東京）を用いてルーメン液

300mlを経口採取し，LPSフリーのフラスコ内に氷冷保

存した．なお，胃汁採取器は水洗・乾燥した未滅菌のも

のを用いた．

採取したルーメン液は，LPS測定用に次の3通りの処

理を実施した．①採取したルーメン液をただちに遠心分

離（遠心加速度12,000g，30分，4℃）し，上清をLPS

フリーの試験管（乾熱滅菌試験管，生化学バイオビジネ

ス譁，東京）に入れ－30℃で凍結保存した（対照）．②

採取したルーメン液を，そのまま LPSフリーの試験管

に入れ－30℃で凍結保存した（原液1）．③採取したル

ーメン液を，そのままLPSフリーでない試験管（中性洗

剤で洗浄後，水洗・自然乾燥した試験管）に入れ
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－30℃で凍結保存した（原液2）．なお，凍結サンプル

は LPS測定の当日に室温で融解し，対照はそのまま，

原液1及び2は遠心分離（遠心加速度12,000g，30分，

4℃）した上清をLPS濃度の測定に用いた．また，採取

したルーメン液を速やかに2重ガーゼでろ過したろ液を

pHと揮発性脂肪酸の測定に用いた．

ルーメン液LPS濃度の測定：LPS濃度の測定は，比

濁時間分析法［6］により実施した．上清をLPSフリー

の蒸留水（注射用蒸留水，大塚製薬譁，東京）で10,000

倍に希釈し，100℃10分の加熱処理を実施した．得ら

れた溶液100μlにLimulus Amebocyte Lysate（LAL）

試薬（リムルスEShJテストワコー，和光純薬工業譁，

大阪）を100μl加え，37℃で加温し，トキシノメータ

ー（ET201，和光純薬工業譁，大阪）を用いて LPS濃

度を測定した．なお，LPSの測定操作にはすべて LPS

フリーの器具を用いた．

ルーメン液 pHの測定： pHメーター（PHLh30 型，

東亜ディーケーケー譁，東京）を用いて，ろ液の pHを

測定した．

揮発性脂肪酸（VFA）の測定：ろ液を遠心分離（遠心

加速度12,000g，30分，4℃）して，上清を－30℃で凍

結保存し，VFAの測定に用いた．VFAの測定はガスク

ロマトグラフ法（GCh17A，島津製作所譁，京都）［11］

を用いて実施した．

統計解析：各前処理サンプル間の LPS濃度の比較は

一元配置分析（ANOVA）により実施した．採食前後の

LPS濃度，pH，VFA濃度の比較はStudent’sh t検定に

より実施した．それぞれ危険率5％未満を有意な差とし

た．測定値は平均±標準偏差で示した．

成　　　　　績

対照と原液1及び2のルーメン液LPS濃度は，すべて

のサンプルで同等の測定値を示し，群間及び採食前後に

おける有意差は認められなかった（図）．

ルーメン液pHは，採食前は7.34±0.07で，採食3時

間後には7.13±0.27に低下したが有意差はなかった．

総VFA濃度は，採食前は71.5±5.1mmol/lで，採食

3時間後には81.5±13.6mmol/lと増加したが有意差は

なかった．

考　　　　　察

本試験において，採取したルーメン液をただちに遠心

分離して得られた上清（対照）と，採取したルーメン液

を一度凍結して融解後に遠心分離をして得られた上清

（原液1）についてLPS濃度を比較したところ，同等の

測定値を示したことから，ルーメン液の凍結・融解は

LPS濃度に大きな影響を与えないことが示唆された．グ

ラム陰性菌は死滅すると，菌体自身が持つ蛋白分解酵素

により自己融解が生じ，LPSを遊離することが報告され

ている［3, 12h14］．ルーメン液 LPS濃度の増加は，ル

ーメン液中のグラム陰性菌の死滅が大きな要因［3］で

あるが，今回実施したルーメン液の凍結・融解処置で

は，グラム陰性菌の死滅に伴う LPS増加を必ずしも誘

発しなかったことになる．グラム陰性菌である大腸菌

は，凍結・融解により細胞膜，細胞壁やDNAなどに損

傷を受け生存率が下がる［9］が，ルーメン液の凍結・

融解によるグラム陰性菌の死滅への影響については不明

であり，今後，ルーメン液の構成成分とグラム陰性菌の

耐凍性の関連についての検討が必要であると考えられ

た．

採取したルーメン液をLPSフリー（原液1）及びLPS

フリーでない（原液2）試験管にそれぞれ保存した場合

の LPS濃度を比較したところ，有意な差は認められな

かった．もともと健康な牛でも，ルーメン液には高濃度

のLPS（数百ng/ml）が含まれている［4］．このため，

LPSフリーでない容器にルーメン液を保存しても，容器

内でのコンタミネーションによる影響が少なかったもの

と推察された．臨床現場で日常的に牛のルーメン液を採

取する場合，使用する胃汁採取器や保存容器をすべて

LPSフリーにすることは準備の面で困難を伴う．実際に

胃汁採取器については，LPSフリーの操作をしない場合

が多い［5h8］．臨床目的であれば，LPS測定用のルーメ

ン液の採取・保存については，厳密な条件を満たさなく

とも活用が可能であると考えられた．

ルーメン液の LPS濃度については採食に伴う変化は

認められなかった．粗飼料主体の給与を行いルーメン環
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図　ルーメン液の凍結保存及び保存器具の滅菌条件の違い

によるLPS濃度の比較

対　照：ルーメン液を遠心分離した上清をLPSフリー
の試験管に入れて凍結保存

原液1：ルーメン液をそのままLPSフリーの試験管に
入れて凍結保存

原液2：ルーメン液をそのままLPSフリーでない試験
管に入れて凍結保存
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境が安定している場合，ルーメン液の LPS濃度は採食

に伴い大きく変化しないことが報告［6］されており，

これと一致した．

以上のことから，臨床現場で経口採取したルーメン液

をそのまま凍結保存しておけば，後日，必要に応じて

LPS濃度の測定に活用できるものと考えられた．

最後に，本試験の分析にご協力いただいた，動物衛生研究所

の亀田千江子氏に深謝する．
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Effects of FreezehStoring of Rumen Fluid and Sterilization Conditions 
on Lipopolysaccharide Concentrations of Ruminal Fluid
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＊Himeji Central Livestock Hygiene Service Center, 2h10h16 Taderahigashi, Himeji, 670h0081,
Japan

SUMMARY

We examined the effects of freezehstoring rumen fluid and of sterilization conditions on ruminal lipopolysac-
charide (LPS) concentrations.  There was no significant difference in LPS concentrations between the super-
natants of freezehstored and fresh rumen fluid.  Moreover, there was no significant difference in LPS concen-
trations between rumen fluids stored in LPShfree and nonhLPShfree containers.  The results of the present
study indicate that freezehstored rumen fluid can be used to determine ruminal LPS concentrations.
― Key words : cattle, lipopolysaccharide, rumen fluid.
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